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Abstract 

The term "biological products" refers to the therapeutic products that are manufactured by 

living organisms. Currently these biologicals, also called biotherapeutics, dominate the 

pharmaceutical market. However, these are sensitive to perturbations in their immediate 

environment which can affect their potency, efficacy, and at times, even safety. Analytical 

characterization of these biological products is thus paramount, both for the designing of new 

drugs and for analyzing those already available in the market. Depending upon the 

information that requires detailing, several analytical tools and techniques can be employed 

for in-depth characterization of the molecule of interest. These include enzyme-linked 

immunosorbent assay (ELISA), surface plasmon resonance (SPR), high-performance liquid 

chromatography (HPLC), capillary electrophoresis (CE), mass spectrometry (MS), dynamic 

light scattering (DLS), and cryo-electron microscopy (cryo-EM).  

The current work demonstrates how we can utilize some of the aforementioned technologies 

for in-depth and fast characterization of a variety of biological products, including 

monoclonal antibodies (mAbs) and their biosimilars, host cell proteins (HCPs), antivenoms, 

and virus-like particles (VLPs). 

The first objective involves utilization of different cyclodextrins (CDs) for the improved 

detection of mAb charge variants. Charge heterogeneity is a critical quality attribute (CQA) 

for mAb-based therapeutics. Its characterization involves identification of charge variant 

species in the final formulation. Capillary zone electrophoresis (CZE) is a valuable tool to 

assess charge heterogeneity, but typically offers incomplete separation of the different 

product’s isoforms. CD-mediated chiral CE is a well-established electromigration method. 

We demonstrate how we can use CDs as modulators for CZE-based separation of mAb 

charge variants (biosimilars of Rituximab and Trastuzumab). Both the negatively charged 

carboxymethyl-beta-cyclodextrin (CM𝛽CD) and uncharged (2-Hydroxypropyl)-beta-

cyclodextrin (HP𝛽CD) have been studied. The effect of CD concentration has been found to 

impact the extent of modulation of resolution of charge variants. Addition of 10 mM CM𝛽CD 

not only improved resolution but also resulted in separation of two additional basic and one 

additional acidic species for Rituximab. Similarly, besides improvement in the resolution, one 

additional basic variant was observed with 2.5 mM CM𝛽CD with Trastuzumab. No 

improvement in resolution was, however, observed with HP𝛽CD, suggesting the selective 

utility of CDs for analysis of mAb charge variants. 
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The second objective of this project was to establish a method to improve CE throughput for 

the analysis of mAbs. The complexity of biotherapeutic products implies an ever-increasing 

list of product quality attributes that need to be monitored and characterized. In addition, the 

growing interest in implementing process analytical technology (PAT) in biopharmaceutical 

production has further increased the testing burden, together with the need for rapid testing 

that can facilitate real-time or near-real-time decision-making. CE has made a place in 

biopharmaceutical analysis but is regarded as a low-throughput method, with the instrument 

dead time comprising 80 % of the total analysis time. In this study, the dead time of CE was 

utilized to analyze 3 mAb samples in a single-CE run. This approach resulted in an up to 77 

% reduction in the total analysis time and increased the productivity by up to 300 %, 

compared to traditional single CE-ultraviolet (UV) runs, without compromising the resolution 

or the relative peak areas. Additionally, good method reproducibility was observed. The 

compatibility of the method has been demonstrated with protein A eluate and cation exchange 

chromatography fractions.  

The third objective was the establishment of an offline multidimensional method using liquid 

chromatography (LC) in conjunction with CE and tandem mass spectrometry (MS/MS). LC 

is the most frequently used technique in the industry for characterization of biotherapeutics. It 

does, however, have significant drawbacks, such as a reduced sensitivity to hydrophilic or 

small peptides. CE is an emerging tool and offers results that are complementary to those of 

LC but has limited loading capacity which limits its sensitivity. Thus, a combined platform 

that harnesses the power of both chromatography and electrophoresis has been developed and 

tested for peptide mapping analysis of mAbs. For this, the trypsin digested  mAb was first 

fractionated on LC, and each fraction was analyzed by CE-MS in an offline manner. This 

method, called LC-CE-MS, identified more peptides of varying properties, and greatly 

improved the sequence coverage and post-translational modifications (PTMs) analyses 

compared to the traditional one-dimensional (1D) LC and CE methods. In fact, the system 

performed better than even the combined datasets of LC-MS and CE-MS. Hence, this two-

dimensional (2D) LC-CE-MS method was proposed as an addition to the analytical tool box 

for primary characterization of mAbs.  

The fourth goal was to use the previously established LC-CE-MS method to identify host cell 

proteins (HCPs) in the culture supernatant of a Chinese Hamster Ovary (CHO) cell line that 

is commonly used for production of mAbs. Although many of these HCPs may be identified 
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using LC-MS or CE-MS alone, it can be challenging to identify all of them due to the 

complexity of the material, and the limited peak capacity of the system. Accordingly, LC-CE-

MS identified more than twice the number of HCPs compared to LC-MS and CE-MS alone. 

Furthermore, a greater abundance of peptidases was also detected with LC-CE-MS. The 

method was found to be better for CHO secretome analysis than the conventional 1D 

methods.  

The fifth goal was to analyze the interactions between an antivenom therapeutics candidate  

and snake venoms. A functional characterization of recombinant lethal toxin neutralizing 

factor (rLTNF) against cobra venom (CV) and Russell's viper venom (RVV) was performed 

using LC-MS. The LTNF is a peptide-based antivenom candidate which is known to be active 

against a number of snake venoms. In this study we investigated the interactions of this 

rLTNF peptide with cobra and Russell’s viper venoms. Besides the monomeric peptide, the 

potential of rLTNF oligomers was also investigated. The rLTNF oligomers were found to 

severely affect the chromatographic profiles for both CV and RVV, indicating their potential  

to be used as antivenom therapeutics.  

The creation of an LC-ESI-MS-based approach for the detection of conjugated Flock house 

virus (FHV) virus-like particles (VLPs) was the final goal of this study. Conjugated peptides 

have been used to improve the specificity of therapeutic VLPs by guiding them to their 

intended targets. However, deciphering conjugation is analytically challenging. In this 

instance, based on the masses, and retention times changes, we utilized an LC-ESI-MS-based 

method to distinguish between conjugated and non-conjugated VLPs. Peptide conjugation 

resulted in significant changes and shifts in the chromatogram and MS spectra. To the best of 

our knowledge, this is the first report on the use of ESI-MS for such analysis.  

Together, we demonstrated the use of different analytical tools for improved characterization 

of different classes of biopharmaceuticals. These aforementioned methods could constitute 

useful additions to the analytical toolbox for better and faster characterization of 

biotherapeutics.  
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सार 

शब्द "जैविक उत्पाद" उन विवकत्सीय उत्पाद ों क  सोंदवभित करता है ज  जीवित जीि ों द्वारा वनवमित ह ते 

हैं। ितिमान में ये जैविक, वजन्हें बाय थेरापू्यविक्स भी कहा जाता है, दिा बाजार पर हािी हैं। हालााँवक, ये 

अपने तात्कावलक िातािरण में गड़बड़ी के प्रवत सोंिेदनशील ह ते हैं ज  उनकी क्षमता, प्रभािकाररता 

और कभी-कभी सुरक्षा क  भी प्रभावित कर सकते हैं। इस प्रकार नई दिाओों के विजाइन और बाजार 

में पहले से उपलब्ध दिाओों के विशे्लषण के वलए इन जैविक उत्पाद ों का विशे्लषणात्मक लक्षण िणिन 

सिोपरर है। उस जानकारी के आधार पर वजसके वलए वििरण की आिश्यकता ह ती है, रुवि के अणु 

के गहन लक्षण िणिन के वलए कई विशे्लषणात्मक उपकरण और तकनीक ों क  वनय वजत वकया जा 

सकता है। इनमें एों जाइम-वलोंक्ि इमु्यन सॉरबेंि परख (एवलसा), सतह प्लास्म न अनुनाद (एसपीआर), 

उच्च-प्रदशिन तरल क्र मैि ग्राफी (एिपीएलसी), केवशका िैद्युतकणसोंिलन (सीई), मास से्पक्ट्र  मेिर ी 

(एमएस), गवतशील प्रकाश वबखरने (िीएलएस) और क्राय -इलेक्ट्र ॉन माइक्र स्क पी (क्राय -ईएम) 

शावमल हैं।  

ितिमान कायि दशािता है वक हम म न क्ल नल एों िीबॉिी (एमएबीएस) और उनके बाय वसवमलर, मेजबान 

सेल प्र िीन (एिसीपी), विषर धी, और िायरस जैसे कण (िीएलपी) सवहत विवभन्न जैविक उत्पाद ों के 

गहन और तेज़ लक्षण िणिन के वलए उपर क्त कुछ तकनीक ों का उपय ग कैसे कर सकते हैं। 

पहले उदे्दश्य में एमएबी िाजि िेररएों ि की बेहतर पहिान के वलए विवभन्न साइक्ल िेक्सविर न (सीिी) का 

उपय ग शावमल है। एमएबी-आधाररत विवकत्सा विज्ञान के वलए िाजि विविधता एक महत्वपूणि गुणित्ता 

विशेषता (CQA) है। इसके लक्षण िणिन में अोंवतम फॉमूिलेशन में िाजि िैररएों ि प्रजावतय ों की पहिान 

शावमल है। केवशका के्षत्र िैद्युतकणसोंिलन (सीजेिई) िाजि विविधता का आकलन करने के वलए एक 

मूल्यिान उपकरण है, लेवकन आम तौर पर विवभन्न उत्पाद के आइस फॉमि का अधूरा पृथक्करण प्रदान 

करता है। सीिी-मध्यस्थता विरल सीई एक अच्छी तरह से स्थावपत इलेक्ट्र  माइगे्रशन विवध है। हम 

प्रदवशित करते हैं वक हम एमएबी िाजि िेररएों ि (ररिक्सक्समैब और िर ैसु्टजु़मैब के बाय वसवमलर) के 

सीजेिई-आधाररत पृथक्करण के वलए मॉडू्यलेिर के रूप में सीिी का उपय ग कैसे कर सकते हैं। 

नकारात्मक रूप से िाजि वकए गए काबोक्सक्सवमथाइल-बीिा-साइक्ल िेक्सविर न (सीएम𝛽सीिी) और 

अनािेवशत (2-हाइिर ॉक्सीप्र पाइल)-बीिा-साइक्ल िेक्सविर न (एिपी𝛽सीिी) द न ों का अध्ययन वकया 

गया है। सीिी एकाग्रता का प्रभाि िाजि िेररएों ि के ररज़ॉलू्यशन के मॉडू्यलेशन की सीमा पर प्रभाि 

िालता पाया गया है। 10 एमएम सीएम𝛽सीिी क  ज ड़ने से न केिल ररज़ॉलू्यशन में सुधार हुआ बक्सि 

ररिक्सक्समैब के वलए द  अवतररक्त क्षारीय और एक अवतररक्त अम्लीय प्रजावत अलग ह  गई। इसी तरह, 



 

x 

 

ररज़ॉलू्यशन में सुधार के अलािा, 2.5 एमएम सीएम𝛽सीिी के साथ िर ैसु्टजु़मैब के साथ एक अवतररक्त 

क्षारीय सोंस्करण देखा गया। हालााँवक, एिपी𝛽सीिी के साथ ररज़ॉलू्यशन में क ई सुधार नही ों देखा गया, 

ज  एमएबी िाजि िेररएों ि के विशे्लषण के वलए सीिी की ियनात्मक प्रकृवत उपय वगता का सुझाि देता 

है। 

इस पररय जना का दूसरा उदे्दश्य एमएबीएस के विशे्लषण के वलए सीई थू्रपुि में सुधार करने के वलए 

एक विवध स्थावपत करना था। बाय थेरापू्यविक उत्पाद ों की जविलता का तात्पयि उत्पाद की गुणित्ता 

विशेषताओों की लगातार बढ़ती सूिी से है, वजनकी वनगरानी और विशेषता की आिश्यकता ह ती है। 

इसके अलािा, बाय फामािसु्यविकल उत्पादन में प्रवक्रया विशे्लषणात्मक प्रौद्य वगकी (पीएिी) क  लागू 

करने में बढ़ती रुवि ने परीक्षण के ब झ क  और बढ़ा वदया है, साथ ही तेजी से परीक्षण की आिश्यकता 

भी बढ़ गई है ज  िास्तविक समय या लगभग िास्तविक समय में वनणिय लेने की सुविधा प्रदान कर 

सकती है। सीई ने बाय फामािसु्यविकल विशे्लषण में एक जगह बना ली है, लेवकन इसे कम-थू्रपुि विवध 

के रूप में माना जाता है, वजसमें उपकरण का मृत समय कुल विशे्लषण समय का 80% ह ता है। इस 

अध्ययन में, सीई के मृत समय का उपय ग एकल- सीई रन में 3 एमएबीएस नमून ों का विशे्लषण करने 

के वलए वकया गया था। इस दृविक ण के पररणामस्वरूप कुल विशे्लषण समय में 77% तक की कमी 

आई और ररज़ॉलू्यशन या सापेक्ष िरम के्षत्र ों से समझौता वकए वबना पारोंपररक एकल सीई-पराबैंगनी 

(यूिी) रन की तुलना में उत्पादकता में 300% तक की िृक्सि हुई। इसके अवतररक्त, अच्छी विवध 

प्रवतवलवप प्रसु्तत करने य ग्यता देखी गई। विवध की अनुकूलता प्र िीन ए इलुएि और कवियन एक्सिेंज 

क्र मैि ग्राफी अोंश ों के साथ प्रदवशित की गई है। 

तीसरा उदे्दश्य सीई और िेंिेम मास से्पक्ट्र  मेिर ी (एमएस/एमएस) के सोंय जन में तरल क्र मैि ग्राफी 

(एलसी) का उपय ग करके एक ऑफ़लाइन बहुआयामी विवध की स्थापना करना था। बाय थेरेपू्यविक्स 

के लक्षण िणिन के वलए एलसी उद्य ग में सबसे अवधक इसे्तमाल की जाने िाली तकनीक है। हालााँवक, 

इसमें महत्वपूणि कवमयााँ हैं, जैसे हाइिर  वफवलक या छ िे पेप्टाइि्स के प्रवत कम सोंिेदनशीलता। सीई 

एक उभरता हुआ उपकरण है और ऐसे पररणाम प्रदान करता है ज  एलसी के पूरक हैं लेवकन इसकी 

ल विोंग क्षमता सीवमत है ज  सोंिेदनशीलता क  सीवमत करती है। इस प्रकार, एक सोंयुक्त मोंि ज  

क्र मैि ग्राफी और इलेक्ट्र  फ रेवसस द न ों की शक्सक्त का उपय ग करता है, उसे एमएबीएस के पेप्टाइि 

मैवपोंग विशे्लषण के वलए विकवसत और परीक्षण वकया गया। इसके वलए, विर क्सिन पिाए गए एमएबी क  

पहले एलसी पर विभावजत वकया गया, और प्रते्यक अोंश का ऑफ़लाइन तरीके से सीई-एमएस द्वारा 

विशे्लषण वकया गया। एलसी-सीई-एमएस नामक इस विवध ने अलग-अलग गुण ों के अवधक पेप्टाइि्स 
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की पहिान की, और पारोंपररक एक आयामी (1िी) एलसी और सीई तरीक ों की तुलना में अनुक्रम 

किरेज और प स्ट-िर ाोंसलेशनल सोंश धन ों (पीिीएम) विशे्लषण ों में काफी सुधार वकया। िास्ति में, 

वसस्टम ने एलसी-एमएस और सीई-एमएस के सोंयुक्त िेिासेि से भी बेहतर प्रदशिन वकया। इसवलए, 

इस द  आयामी (2िी) एलसी-सीई-एमएस विवध क  एमएबीएस के प्राथवमक लक्षण िणिन के वलए 

विशे्लषणात्मक िूल बॉक्स के अवतररक्त के रूप में प्रस्तावित वकया गया। 

िौथा लक्ष्य िीनी हैम्स्स्टर ओिरी (सीएिओ) सेल लाइन, ज  आमतौर पर एमएबी के उत्पादन के वलए 

उपय ग की जाती है, के कल्िर सुपरनैिेंि में मेजबान सेल प्र िीन (एिसीपी) की पहिान करने के वलए 

पहले से स्थावपत एलसी-सीई-एमएस विवध का उपय ग करना था । हालााँवक इनमें से कई एिसीपी क  

अकेले एलसी-एमएस या सीई-एमएस का उपय ग करके पहिाना जा सकता है, लेवकन सामग्री की 

जविलता और वसस्टम की सीवमत िरम क्षमता के कारण उन सभी की पहिान करना िुनौतीपूणि ह  

सकता है। तदनुसार, एलसी-सीई-एमएस ने अकेले एलसी-एमएस और सीई-एमएस की तुलना में 

एिसीपी की सोंख्या द गुनी से अवधक की पहिान की। इसके अलािा, एलसी-सीई-एमएस के साथ 

पेवप्टिेस की अवधक मात्रा भी पाई गई। यह विवध पारोंपररक 1िी विवधय ों की तुलना में सीएिओ के 

स्रावित अणुओों  के विशे्लषण के वलए बेहतर पाई गई। 

पाोंििाों लक्ष्य एक एों िीिेनम विवकत्सीय उम्मीदिार और साोंप के जहर के बीि परस्पर प्रभाि का 

विशे्लषण करना था। क बरा जहर (सीिी) और रसेल के िाइपर जहर (आरिीिी) के क्सखलाफ पुनः  

सोंय जक घातक विष वनक्सिय करने िाले कारक (आरएलिीएनएफ) का एक कायाित्मक लक्षण िणिन 

एलसी-एमएस का उपय ग करके वकया गया था। एलिीएनएफ एक पेप्टाइि-आधाररत एों िीिेनम 

उम्मीदिार है वजसे कई साोंप ों के जहर के क्सखलाफ सवक्रय माना जाता है। ितिमान अध्ययन में हमने 

क बरा और रसेल िाइपर के जहर के साथ इस आरएलिीएनएफ पेप्टाइि के परस्पर प्रभाि की जाोंि 

की गई। म न मेररक पेप्टाइि के अलािा, आरएलिीएनएफ ऑवलग मसि की क्षमता की भी जाोंि की 

गई। आरएलिीएनएफ ऑवलग मसि सीिी और आरिीिी द न ों के वलए क्र मैि ग्रावफक प्र फाइल क  

गोंभीर रूप से प्रभावित करते पाए गए, ज  एों िीिेनम विवकत्सीय के रूप में उपय ग वकए जाने की 

उनकी क्षमता क  दशािता है। 

सोंयुक्सित फ्लॉक हाउस िायरस (एफएििी) िायरस जैसे कण ों (िीएलपी) का पता लगाने के वलए 

एलसी-ईएसआई-एमएस-आधाररत दृविक ण का वनमािण इस अध्ययन का अोंवतम लक्ष्य था। सोंयुक्सित 

पेप्टाइि्स का उपय ग विवकत्सीय िीएलपी क  उनके इक्सच्छत लक्ष्य ों तक वनदेवशत करके उनकी 

विवशिता में सुधार करने के वलए वकया गया है। हालााँवक, सोंयुिन क  समझना विशे्लषणात्मक रूप से 
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िुनौतीपूणि है। इस उदाहरण में, द्रव्यमान और अिधारण समय में पररितिन के आधार पर, हमने 

सोंयुक्सित और गैर-सोंयुक्सित िीएलपी के बीि अोंतर करने के वलए एलसी-ईएसआई-एमएस-आधाररत 

पिवत का उपय ग वकया है। पेप्टाइि सोंयुिन के पररणामस्वरूप क्र मैि ग्राम और एमएस से्पक्ट्र ा में 

महत्वपूणि पररितिन और बदलाि हुए। हमारी सिोत्तम जानकारी के अनुसार, इस तरह के विशे्लषण के 

वलए ईएसआई-एमएस के उपय ग पर यह पहला प्रवतिेदन है। 

कुल वमलाकर, हमने बाय फामािसू्यविकल्स के विवभन्न िगों के बेहतर लक्षण िणिन के वलए विवभन्न 

विशे्लषणात्मक उपकरण ों के उपय ग का प्रदशिन वकया। ये उपर क्त विवधयााँ बाय थेरापू्यविक्स के 

बेहतर और तेज़ लक्षण िणिन के वलए विशे्लषणात्मक िूलबॉक्स में उपय गी पररिधिन का गठन कर 

सकती हैं। 
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